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Introdução 
 O sistema enzimático ligninolítico produzido por 
fungos basidiomicetos se caracteriza por sua 
inespecificidade e é produzido em resposta às condições 
de cultivo, como exemplo, a presença de moléculas 
aromáticas. É cada vez mais evidente o fato de 
basidiomicetos serem de alta eficácia na degradação de 
compostos recalcitrantes devido ao sistema enzimático 
ligninolítico produzido. Os basidiomicetos nativos do 
Brasil Trametes villosa e Psilocybe castanella foram 
eficazes na mineralização de pentaclorofenol e 
hexaclorobenzeno [1,2]. Assim, os basidiomicetos têm 
sido objeto de estudo acerca da degradação de compostos 
xenobióticos e em processos de biorremediação [3,4,2]. 
A utilização de corantes como substratos para a 
determinação da atividade ligninolítica foi sugerida, 
inicialmente, por Glenn e Gold [5] e se estabeleceu como 
método para a identificação de microrganismos capazes 
de degradar compostos xenobióticos [6,7]. Este trabalho 
objetivou analisar a influência do corante Azul Brilhante 
de Remazol R (RBBR) sobre a produção do sistema 
enzimático ligninolítico de Psilocybe castanella 
envolvido na descoloração do próprio corante. 
 
Material e métodos 
A. Fungos 
A cultura de Psilocybe castanella CCB444, obtida na 
Coleção de Culturas de Basidiomicetos (CCB) do 
Instituto de Botânica/SMA, foi mantida por repiques 
sucessivos, em batata-dextrose-ágar (BDA). 
B. Condições de cultivo 
Discos de 6 mm do crescimento do fungo em BDA 
foram transferidos para frascos de 250ml, contendo 50ml 
de meio BIII [8], modificado. A incubação fez-se de 
maneira estacionária, à temperatura ambiente. Em 
diferentes intervalos de tempo, a biomassa foi separada 
do meio líquido por filtração para a determinação de 
massa seca. O filtrado foi destinado às análises de pH e 
de atividade de enzimas extracelulares. O experimento 
foi realizado em triplicata e os frascos a serem analisados 
foram retirados aleatoriamente; através de sorteio. Para 
verificação da degradação do RBBR durante crescimento 
fúngico e para análise da influência do corante na 
produção de enzimas ligninolíticas, o meio de cultura foi 
acrescido de 0,02% do corante. Foram determinadas a 
acidificação do meio e a adsorção do corante RBBR ao 
micélio. Frascos não inoculados foram utilizados como 
controle. 
C. Adsorção do corante 
O micélio foi separado do meio de cultivo por 
filtração, e imerso em 5 ml de metanol (1h). O 
sobrenadante foi analisado em espectrofotômetro (592 
nm) e a concentração do corante determinada com base 
em curva padrão. 
D. Detecção enzimática 
Atividades de Lacases e de Peroxidases totais foram 
feitas em cinética de reação a 420nm [9, 10]; atividade 
de Peroxidase dependente do manganês a 610nm [11] e 
atividade de descoloração in vitro do RBBR a 592nm 
[12]. 
E. Descoloração in vivo 
Foi determinada pela razão das absorbâncias a 592 e 
500 nm de alíquotas diluídas 1:10 [5]. 
 
Resultados 
A. Crescimento fúngico 
Não foi detectada influência da presença do corante 
sobre o aumento de biomassa de P. castanella CCB444.  
B. Variação do pH do meio de cultivo 
Não houve influência da presença do corante sobre o 
processo de acidificação do meio de cultivo. Em ambas 
as situações detectou-se inicialmente pH 5,3 (±0,1) e 
após 14 dias de cultivo, pH 3,7 (±0,1).  
C. Adsorção do corante 
O máximo de adsorção do RBBR à parede celular 
observado para P. castanella nas condições avaliadas foi 
de 0,1% do corante presente no meio de cultivo. 
D. Descoloração in vivo 
Houve total descoloração do corante Azul Brilhante de 
Remazol R por P. castanella aos 10 dias de cultivo. 
E. Atividades enzimáticas 
Houve influência da presença do RBBR sobre a 
atividade de lacases produzida por P. castanella. Ao 
passo que na ausência do corante o fungo foi capaz de 
produzir 25 UL-1 em 15 dias de cultivo, na presença do 
RBBR 0,02% houve produção de cerca de 100 UL-1 
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desta atividade enzimática aos 12 dias de cultivo, 
correspondendo a estímulo de 300%. A máxima 
produção de atividade de lacases por P. castanella 
coincidiu com a descoloração total do RBBR. 
A presença do RBBR reprimiu a produção de 
atividade de peroxidases totais pelo fungo. Na ausência 
do RBBR, foram detectadas 14 UL-1 de atividade de 
peroxidases produzida pelo espécime aos 7 dias de 
crescimento. No entanto, na presença de RBBR 0,02%, a 
máxima atividade detectada foi de apenas 6 UL-1 (12 
dias). Não houve produção de atividade da Peroxidase 
dependente do Manganês em nenhuma das condições 
avaliadas. 
A presença do RBBR favoreceu a produção de 
atividade de descoloração in vitro do próprio corante. 
Quando o fungo foi cultivado na ausência do RBBR, a 
máxima atividade de descoloração in vitro foi de 13 
UmL-1 No entanto, foi possível detectar 25 UmL-1 de 
descoloração in vitro do corante quando o fungo foi 
cultivado na presença do corante. Esta atividade não foi 
influenciada pelo peróxido de hidrogênio.  
 
Discussão 
Ulmer et al. [13] já descreveram que, de fato, não há 
adsorção do RBBR ao micélio fúngico, diferindo do 
observado para outros corantes como o Poly-B para P. 
chrysosporium [13], Verde Ácido 27, Violeta Ácido 7 e 
Carmin Índigo para Trametes versicolor [14] e Vermelho 
Amaranth, Vermelho New Coccine, Laranja G e 
Amarelo de Tartrazina para P. chrysosporium e 
Pleurotus sajorcaju [15]. Entretanto, após a adsorção do 
corante, os basidiomicetos foram capazes de descolorir 
os respectivos corantes, o que não foi observado para 
fungos mitospóricos como Aspergillus niger [16]. 
Muito embora a influência de corantes sobre a 
fisiologia de basidiomicetos seja ainda pouco conhecida, 
a produção de atividade das ligninases dos 
basidiomicetos da podridão branca da madeira tem sido 
estudada, na maior parte das vezes, empregando-se 
diferentes condições de cultivo. Kirby et al. [17] não 
detectaram atividade alguma de peroxidase do Manganês 
durante cultivo de P. tremellosa em efluentes sintéticos 
compostos por diversos corantes. Seguindo o padrão de 
P. castanella, a maior produção de atividade de lacases 
por I. lacteus coincidiu com a descoloração do Azul 
Reativo 19 e do Preto Reativo 5 [18]. 
A atuação de enzimas na descoloração do RBBR foi 
comprovada ao utilizar extrato fervido e ao adicionar 
azida sódica 1 mM no meio reacional impossibilitando a 
descoloração do RBBR. Isto exclui qualquer ação de 
compostos de baixa massa molecular na descoloração do 
RBBR, como observado na degradação de lignina por 
radicais hidroxil durante cultivo de P. chrysosporium 
[19] e na degradação de corantes por ação de sideróforos 
[20]. Da mesma forma que observado para P. castanella, 
ao adicionar azida no meio reacional com extrato 
enzimático de Phanerochaete sordida, não houve 
descoloração do corante Vermelho Reativo 120, 
comprovando que se trata de um evento enzimático 
catalisado por fenoloxidases [21]. A não-influência de 
H2O2 sobre a atividade enzimática, observada neste 
trabalho, evidenciou envolvimento das lacases 
produzidas por P. castanella na descoloração do RBBR. 
Após a remoção completa da cor, foi detectado pequeno 
aumento na absorbância. Isto se deve à alteração da cor 
do substrato de azul brilhante para rosa pálido. Evento 
semelhante foi observado após descoloração do corante 
Poly-B por P. chrysosporium em meio líquido [5].  
Os dados obtidos neste estudo permitiram evidenciar a 
capacidade de P. castanella CCB444 de degradar o 
corante Azul Brilhante Remazol R em meio de cultura 
definido, durante curto intervalo de tempo. Foi possível 
evidenciar que lacases produzidas pelo fungo estão 
envolvidas na descoloração do corante: a presença do 
corante sintético RBBR estimulou tanto a produção de 
atividade de lacase quanto a descoloração in vitro do 
corante; além disso, a descoloração in vitro do corante 
não sofreu influência do H2O2. 
 
Agradecimentos 
 Agradecemos à FAPESP pela concessão da bolsa de 
Iniciação Científica, à Universidade Católica de Santos 
pelo apoio financeiro, à Coordenação e equipe dos 
Laboratórios do campus Dom Idílio José Soares pelo 
apoio e à equipe do Laboratório Experimental que 
colaboraram diretamente para a realização deste trabalho. 
 
Referências 
[1] MATHEUS, D. R.; MACHADO, K. M. G.; BONONI, V. L. 
2000. Biodegradation of Hexachlobenzene by basidiomycetes in 
soils contaminated with industrial residuals. World 
J.Microbiol.Biotechnol., 16: 415-421. 
[2] MACHADO, K. M. G.; MATHEUS, D. R.; MONTEIRO, R. T. 
R.; BONONI, V. L. R. 2005a. Biodegradation of 
pentachlorophenol by tropical basidiomycetes in soils 
contaminated with industrial residues. World Journal of 
Microbiology & Biotechnology, 21: 297-391. 
[3]  DURAN, N.; ESPOSITO, E. 2000 Potential applications of 
oxidative enzymes and phenoloxidase-like compounds in 
wasterwater and soil treatment: a review. Applied Catalysis B: 
Environmental, 28: 83-99. 
[4] POINTING, S. B. 2001. Feasibility of bioremediation by white-
rot fungi. Applied Microbiol Biotechnol, 57: 20-33. 
[5] GLENN, J. K.; GOLD, M. H. 1983. Decolorization of several 
polymeric dyes by the lignin-degradating basidiomycete 
Phanerochaete chrysosporium. Applied and Environmental 
Microbiology, 45(6):  1741-1747. 
[6] OKINO, L. K.; MACHADO, K. M. G.; FABRIS, C.; BONONI, 
V. L. R. 2000. Ligninolytic activity of tropical rainforest 
basidiomycetes. World Journal of Microbiology and 
Biotechnology,  16: 889-893. 
[7] MACHADO, K. M. G.; MATHEUS, D. R.; BONONI, V. L. R. 
2005b. Ligninolytic enzymes production and remazol brilliant 
blue R decolourization by tropical brazilian basidiomycetes fungi. 
Brazilian Journal of Microbiology, 36: 246-252. 
[8] KIRK, T.K.E., SCHULTZ, W.J., CONNORS, L.F., LORENZ, 
J.G. ZEIKUS. 1978. Influence of culture parameters on lignin 
metabolism by Phanerochate chrysosporium. Arch. Microbiol., 
117: 277-285. 
[9] BOURBONNAIS, R.; PAICE M. G. 1990. Oxidation of non-
phenolic substrates - an expanded role for laccase in lignin 
biodegradation.  Febs Letters, 267(1): 99-102.  
[10] EGGERT, C., TEMP, U., ERIKSSON, K.E.L. 1996. The 
ligninolytic system of the white rot fungus Pycnoporus 
cinnabarinus: purification and characterization of the laccase. 
Applied and Environmental Microbiology, 62(4): 1151-1158.  
[11] KUWAHARA, M., GLENN, J.K., MORGAN, M.A. 1984. 
Separation and characterization of two extracellular H2O2-
 
Revista Brasileira de Biociências, Porto Alegre, v. 5, supl. 2, p. 1119-1121, jul. 2007 
1121
dependent oxidases from ligninolytic cultures of Phanerochaete 
chrysosporium. FEBS Letters, 169: 247-250. 
[12] MACHADO, K. M. G.; MATHEUS, D. R. 2006. Biodegradation 
of Remazol Brilliant Blue R by ligninolytic enzymatic complex 
produced by Pleurotus ostreatus. Brazilian Journal of 
Microbiology. In press. 
[13] ULMER, D.C.; LEISOLA, M.S.A.; FIECHTER, A. 1984. 
Possible induction os the ligninolytic system of Phanerochaete 
chrysosporium. Journal of Biotechnology, 1: 13-24. 
[14] WANG, Y; YU, J. Adsorption and degradation of synthetic dyes 
on the mycelium of Trametes versicolor. Water Science & 
Technology [Water Sci. Technol.], 38(4-5): 233-238. 
[15] CHAGAS, E.P; DURRANT, L.R. 2001. Decolorization of azo 
dyes by Phanerochaete chrysosporium and Pleurotus sajorcaju. 
Enzyme and Micriobial Technology, 29: 473-477. 
[16] WESENBERG, D. KYRIAKIDES, I. AGATHOS, S.N. 2003. 
White-rot fungi and their enzymes for the treatment of industrial 
dye effluents. Biotechnology Advances, 22: 161-187. 
[17] KIRBY, N.; MARCHANT, R.; McMULLAN, G. 2000. 
Decolourization os synthetic textile dyes by Phlebia tremellosa. 
FEMS Microbiology Letters, 188: 93-96. 
[18] MAXIMO, C.; COSTA-FERREIRA, M. 2004. Decolourisation of 
reactive textile dyes by Irpex lacteus and lignin modifying 
enzymes. Process Biochemistry [Process Biochem.], 39: 1475-
1479. 
[19] FORNEY, L.J.; REDDY, C.A.; TIEN, M.; AUST, S.D. The 
involvement of hydroxyl radical derived from hydrogen peroxide 
in lignin degradation by the whit rot fungus Phanerochaete 
crhysosporium. J. Biol. Chem, v. 257, p. 11455-11462, 1982. 
[20] MINUSSI, R.C.; MORAES, S.G.; PASTORE, G.M.; DURÁN, N. 
2001. Biodecolorization screening of synthetic dyes by four 
white-rot fungi in a solid medium: possible role of siderophores. 
Letters in Applied Microbiology, 33 (1): 21-25. 
[21] HARAZONO, K.; WATANABE, Y.; NAKAMURA, K. 
Decolorization of azo dye by the white-rot basidiomycete 
Phanerochaete sordida and by its manganese peroxidase. Journal 






























Figura 1. Descoloração do corante Azul Brilhante de Remazol R durante crescimento de Psilocybe castanella em meio sintético 
(♦). Atividade de lacases produzida pelo fungo durante crescimento na ausência (■) e na presença (○) do corante.  
